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Typizácia baktérií založená na analýze DNA

HANA DRAHOVSKÁ − TOMÁŠ KUCHTA

SÚHRN. Prezentuje sa preh¾ad metód na typizáciu baktérií založených na analýze DNA,
prièom dôraz sa kladie na metódy použite¾né v prípade potravinársky významných patogé−
nov. Uvádzajú sa princípy, parametre a aplikovate¾nos� analýzy plazmidov, metód založe−
ných na restrikcii chromozómovej DNA (polymorfizmus restrikèných fragmentov, RFLP;
elektroforéza v pulzujúcom elektrickom poli, PFGE; RFLP−Southern blotting; ribotypi−
zácia), metód využívajúcich polymerázovú re�azovú reakciu (génovošpecifická PCR;
PCR−ribotypizácia; polymorfizmus náhodne amplifikovanej DNA, RAPD; PCR oriento−
vaná na repetitívne sekvencie; polymorfizmus amplifikovanej DNA, AFLP) a typizácie
sekvenovaním vybraných génov, MLST. Pozornos� sa venuje tiež spôsobom vyhodnotenia
údajov získaných metódami DNA typizácie.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: polymerázová re�azová reakcia; polymorfizmus; restrikèný fragment;
amplifikovaná DNA

Typizácia baktérií patrí k dôležitým úlohám aplikovanej mikrobiológie.
V potravinárskej i lekárskej mikrobiológii je èasto potrebné zaradi� izolova−
ný bakteriálny kmeò nielen na taxonomickej úrovni druhu, prípadne pod−
druhu, ale aj zaradi� ho do skupín na nižšej úrovni. Typizácia bakteriálnych
kmeòov je potrebná napríklad pri urèovaní zdroja nákazy a sledovaní postu−
pu alimentárnych alebo nozokomiálnych nákaz, pri zis�ovaní recidívy ocho−
renia alebo pri štúdiu mechanizmu patogenézy.

Typizaèné metódy musia spåòa� nasledujúce požiadavky [1]:
1. Typizovate¾nos� väèšiny organizmov v rámci súboru.
2. Diskriminaèná sila, èiže schopnos� odlíši� potomkov jedného klonu

od nepríbuzných kmeòov. Táto velièina je charakterizovaná pomocou
Simpsonovho indexu diverzity (D, [2]), ktorý udáva pravdepodobnos�, že

149

RNDr. Hana DRAHOVSKÁ, PhD., Katedra molekulárnej biológie, Prírodovedecká fakulta
Univerzity Komenského, Mlynská dolina B−2, 842 15 Bratislava.
RNDr. Tomáš KUCHTA, CSc., Oddelenie mikrobiológie a chémie, Výskumný ústav potra −
vinársky, Priemyselná 4, P. O. box 25, 824 75 Bratislava 26.
Korešpondujúci autor: RNDr. Hana DRAHOVSKÁ, PhD., e−mail: drahovska@fns.uniba.sk



dva nepríbuzné kmene budú zaradené do rôznych skupín. Jej hodnota by
mala by� >0,95.

3. Reprodukovate¾nos�, èiže zhoda výsledkov po opakovanej analýze. Táto
je významná hlavne pri porovnávaní neznámych kmeòov s databázou
známych kmeòov, pri dlhodobom  sledovaní a pri medzilaboratórnych
porovnávaniach.

Dodatoènými požiadavkami sú èo najväèšia jednoduchos� vyhodnotenia
výsledkov, technická a materiálová nenároènos� atï.

V súèasnej mikrobiologickej praxi sa najèastejšie používajú fenotypové
typizaèné metódy, pomocou ktorých sa baktérie typizujú na základe bio−
chemickej aktivity (biotypizácia), reaktivity s protilátkami (sérotypizácia),
reaktivity s baktériofágmi (fagotypizácia), citlivosti k antibiotikám a pod.
(preh¾ad metód uvádza napríklad [3]). Fenotypové typizaèné metódy sú
vypracované pre mnohé skupiny baktérií, overené na ve¾kých súboroch
kmeòov a je o nich dostatok informácií na základe ich rutinného používa−
nia v mnohých laboratóriach. Tieto metódy však majú niektoré nevýhody,
predovšetkým obmedzenú schopnos� diskriminácie medzi kmeòmi, keïže
poèet vlastností, ktoré sa môžu analyzova�, je obmedzený. Zároveò výsled−
ky typizácie môžu by� skreslené variabilnou expresiou vlastností vplyvom
prostredia. Uvedené nevýhody je možné prekona� použitím genotypových
typizaèných metód, ktoré sú založené na priamej analýze DNA. Medzi
výhody týchto metód patrí aj možnos� ich aplikácie na typizáciu nekultivo−
vate¾ných baktérií.

Ideálnou metódou na genotypovú typizáciu baktérií je sekvenovanie celé−
ho genómu. Z technických príèin však v dnešnej dobe takýto prístup nie je
reálny, ale zaèína sa už používa� kompromisné riešenie, sekvenovanie vybra−
ných génov (metóda MLST, viï ïalej). Väèšina genotypových typizaèných
metód, ktoré sú v súèasnosti k dispozícii, je založená na menej komplexnom
prístupe. Rozdiely v sekvencii DNA sa zis�ujú nepriamo pomocou štiepenia
restrikènými endonukleázami, hybridizáciou so špecifickými DNA sondami,
polymerázovou re�azovou reakciou (PCR) alebo kombináciou týchto metód.
V baktériach, ktoré obsahujú extrachromozomálnu DNA vo forme plazmi−
dov, je možné použi� na typizáciu aj analýzu plazmidov. Rôznymi aspektami
typizácie baktérií pomocou metód založených na analýze DNA a jej praktic−
kými aplikáciami sa zaoberá nieko¾ko preh¾adových èlánkov a monografií
(napríklad [1, 4−7].
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Analýza plazmidov

Analýza plazmidov (plasmid profiling) patrí k prvým genotypovým typi−
zaèným metódam. Spoèíva v zis�ovaní prítomnosti a identifikácii plazmidov
v bunke, tzv. plazmidového profilu. Jednotlivé plazmidy sa najprv identifi−
kujú na základe ve¾kosti, stanovenej pomocou elektroforézy v agarózovom
géli, a presnejšie sa môžu identifikova� napríklad pomocou restrikènej ana−
lýzy. Metóda analýzy plazmidov je pomerne nenároèná a èasto sa používa
napríklad pri štúdiu kmeòov salmonel [8,9]. Metódu je možné použi� len
pre kmene, ktoré obsahujú plazmidy. Pri vyhodnotení výsledkov treba pri−
tom bra� do úvahy genetickú nestálos� plazmidov, ktoré sa môžu eliminova�
pri subkultivácii bez straty životaschopnosti bunky a môžu sa tiež prenáša�
medzi nepríbuznými kmeòmi.

Metódy založené na restrikci i  chromozómovej  DNA

Metódy založené na restrikcii (špecifickom enzýmovom štiepení) chro−
mozómovej DNA umožòujú typizáciu baktérií na základe polymorfizmu
restrikèných fragmentov (restriction fragment length polymorphism,
RFLP). V prvom kroku sa chromozomálna DNA štiepi restrikènou endo−
nukleázou, èím vzniknú fragmenty rôznej ve¾kosti, ktoré je možné rozdeli�
elektroforézou v agarózovom géli. V dôsledku polymorfického umiestnenia
štiepnych miest restrikèných enzýmov vzniknú v rôznych bakteriálnych kme−
òoch rôzne dlhé štiepne fragmenty. Touto metódou sa detegujú dva druhy
zmien v organizácii DNA: zámeny báz v rozoznávacej sekvencii pre restri−
kènú endonukleázu (èím buï vznikne, alebo zanikne restrikèné miesto)
a väèšie zmeny ako inzercie, delécie, strata alebo získanie profága, transpo−
zónu alebo iné prestavby chromozómu, èím sa zmení ve¾kos� fragmentu.

V prípade, keï sa štiepi celá chromozómová DNA, vzniká naraz ve¾ké
množstvo fragmentov, ktoré spravidla nie je možné úèinne analyzova� jed−
noduchou elektroforézou v agarózovom géli. Dobré rozdelenie ve¾kých frag−
mentov DNA získaných restrikènou analýzou umožòuje pulz ná elektroforé−
za (pulsed−field gel electrophoresis, PFGE). Pri použití RFLP v spojení
s PFGE sa kultúra baktérií zmieša s tekutou agarózou a vyleje sa do formy.
Výsledkom sú agarózové bloky, ktoré obsahujú celé bunky. DNA sa z bakté−
rií uvo¾ní pôsobením detergentu a štiepi sa restrikèným enzýmom (napr.
SmaI, XhoI), ktorý má v bakteriálnom chromozóme málo rozoznávacích
miest. Týmto postupom sa DNA rozdelí na menej ako 30 fragmentov
s ve¾kos�ou 10–800 kb. Potom sa agarózová zátka zaleje do agarózy a analy−
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zuje sa elektroforézou v elektrickom poli, ktorého polarita sa mení v pravi−
delných intervaloch. Pulzujúce elektrické pole umožní úèinnú separáciu
ve¾kých fragmentov.

Metóda RFLP−PFGE sa vzh¾adom na vysokú reprodukovate¾nos� a dis−
kriminaènú silu v súèasnosti považuje za „zlatý štandard“ metód genotypo−
vej typizácie. Táto metóda sa èasto používa pri zis�ovaní klonality kmeòov
pri epidémiach. V prípade kmeòov salmonel bola zaznamenaná variabilita
PFGE profilov medzi sérotypmi, ako aj v rámci jedného sérotypu [10−12].
Pomocou RFLP−PFGE bolo možné tiež rozlíši� rôzne profily medzi kmeòmi
Salmonella Typhimurium fágotypu DT104 [13,14].

Limitujúcim faktorom metódy je èas potrebný pre analýzu (výsledky
sa získajú za 2–3 dni) a potreba špeciálnej aparatúry na pulznú elektroforé−
zu, ktoré redukujú možnos� analýzy väèších poètov kmeòov.

Inou možnos�ou identifikácie restrikèných fragmentov je Southernova
hybridizácia. V tomto prípade sa fragmenty DNA po elektroforéze v agaró−
zovom géli prenesú na nitrocelulózovú alebo nylonovú membránu a hybridi−
zujú sa so znaèenou sondou. Enzýmovo alebo rádioaktívne oznaèená sonda
zvidite¾ní iba urèité fragmenty, takže interpretácia výsledkov je jednodu−
chšia. Pre vyh¾adávanie variability medzi geneticky príbuznými kmeòmi
je vhodné využi� DNA sondy s vysokým stupòom polymorfizmu. Takými sú
napríklad sondy odvodené od inzerèných sekvencií, ako je IS200 v salmone−
lách [15]. Pre každý bakteriálny druh je dôležitý výber a optimalizácia
sekvencie sond, restrikèných enzýmov, elektroforézy a hybridizaèných pod−
mienok. Úèinnos� tejto metódy je možné zvýši� použitím väèšieho poètu rôz−
nych DNA sond, restrikèných endonukleáz a ich vzájomných kombinácií.
Táto metóda je komplikovaná, èasovo nároèná, vyžaduje špeciálnu techniku
a zruènos�.

Jedným z variantov RFLP−Southern blottingu je ribotypizácia, v ktorej sa
používajú hybridizaèné sondy odvodené od rRNA operónu. Baktérie obsa−
hujú nieko¾ko rRNA operónov, rozmiestnených po celej dåžke chromozómu.
Ich sekvencia je konzervatívna v rámci celej bakteriálnej ríše. Ribotypizácia
je vhodná na diferenciáciu rôznych bakteriálnych druhov a považuje sa
za reprodukovate¾nú subtypizaènú metódu. Použila sa napríklad na typi−
záciu salmonel [10,16], listérií [17] a enterokokov [18]. Jej diskriminaèná sila
je nižšia ako pri PFGE−RFLP, na druhej strane ribotypy kmeòov sú pomer−
ne stabilné a preto je táto metóda vhodná pre dlhodobé epidemiologické sle−
dovania.
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Metódy využívajúce polymerázovú re�azovú reakciu (PCR)

Génovošpecifická PCR
Pri tejto metóde sa zis�uje prítomnos� urèitých sekvencií DNA (napríklad

génov kódujúcich faktory virulencie, génov rezistencie na antibiotiká) pomo−
cou génovošpecifických primérov. Pomocou multiplexnej PCR je možné
analyzova� naraz prítomnos� viacerých génov. Okrem prítomnosti vybraných
génov je možné študova� aj ich variabilitu, a to nasledujúcou restrikènou
analýzou alebo sekvenovaním. Uvedená metóda je pomerne rýchla
a nenároèná, jej nevýhodou je pomerne nízka diskriminaèná schopnos�.

PCR−ribotypizácia
PCR−ribotypizácia (PCR−ribotyping alebo ITS−PCR) je èasto používaná

metóda, v ktorej sa amplifikujú 16−23S medzigénové oblasti rRNA operónu
(ITS, internal transcribed spacer), pomocou primérov orientovaných
na konzervatívne oblasti [19]. V chromozóme baktérií sa nachádza viacero
rRNA operónov, ktoré sa èiastoène líšia dåžkou a sekvenciou medzerníkovej
oblasti. Pri ITS−PCR vzniká nieko¾ko produktov, ktoré je možné rozdeli�
elektroforézou v polyakrylamidovom géli. Okrem homoduplexných produk−
tov PCR sa èasto tvoria aj heteroduplexné. Heteroduplexné štruktúry vzni−
kajú v prípade tvorby viacerých, èiastoène homologických amplifikaèných
produktov, ktoré navzájom hybridizujú. Heteroduplexy majú znaène redu−
kovanú elektoforetickú pohyblivos� v porovnaní s homoduplexnou DNA
a zároveò ich pohyblivos� je citlivá na sekvenèné zloženie medzerníkovej
oblasti. Preto prítomnos� heteroduplexných produktov zvyšuje diskrimi −
naènú silu ITS−PCR typizácie. Ma po va nie variability medzerníkových oblas−
tí je metóda vhodná pre úèely typizácie baktérií na úrovni druhov a èasto aj
na nižšej fylogenetickej úrovni. Táto metóda sa použila napríklad na diskri−
mináciu kmeòov Bacillus cereus [20] a Salmonella enterica [21,22], prièom
väèšina sérotypov salmonel mala jeden špecifický ITS−PCR profil.

Polymorfizmus náhodne amplifikovanej DNA
Táto metóda umožòuje typizáciu baktérií na základe polymorfizmu ná −

hodne amplifikovanej DNA (random−amplified polymorphic DNA, RAPD;
metóda sa tiež oznaèuje arbitrarily−primed PCR, AP−PCR) [23,24]. Pri tejto
metóde sa používajú náhodné priméry s ve¾kos�ou 9–10 bp, ktoré hybridizu−
jú s chromozómovou DNA pri nízkej anelaènej teplote. Ak dva priméry
s aspoò èiastoènou homológiou hybridizujú vo vzdialenosti do nieko¾kých
kilobáz v opaènej orientácii, vznikne medzi nimi produkt PCR. Jednotlivé
produkty PCR sa analyzujú elektroforeticky, prièom fragmenty DNA
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vytvárajú profily špecifické pre jednotlivé bakteriálne kmene. Odlišnosti
profilov spoèívajú v prítomnosti alebo neprítomnosti urèitého fragmentu
DNA alebo v zmene jeho ve¾kosti. Absencia amplifikovaného fragmentu
môže by� spôsobená zmenou nukleotidovej sekvencie v hybridizaènom mies−
te priméru, zmena ve¾kosti môže by� spôsobená inzerciou alebo deléciou
v oblasti medzi dvoma primérmi [25].

RAPD je pomerne jednoduchá a rýchla metóda, vhodná na typizáciu
mikroorganizmov bez predcházajúcich znalostí sekvencie genómu. RAPD
èasto umožòuje subtypizáciu kmeòov toho istého sérotypu a zároveò odlíše−
nie kmeòov patriacich k rôznym druhom [16]. Ve¾kou nevýhodou tejto metó−
dy je však jej nízka reprodukovate¾nos� a problémy pri jej štandardizácii.
Vo väèšine prípadov sa sekvencie primérov pre RAPD, ktoré generujú pro−
fily s najlepšou diskrimináciou, musia urèi� empiricky. Samotný amplifikaèný
proces je extrémne citlivý aj na zmeny reakèných podmienok (použité che−
mikálie, druh DNA polymerázy, anelaèná teplota), preto už ich malé odchýl−
ky vedú k variabilite profilu pri testovaní toho istého kmeòa [26].

Metódy PCR orientovanej na repetitívne sekvencie
Versalovic a kol. [27] vypracovali typizaènú metódu založenú na amplifi−

kácii úsekov DNA medzi repetitívnymi sekvenciami. Je známych nieko¾ko
typov bakteriálnych repetitívnych sekvencií: repetitívne extragénové palind−
rómy (REP) s ve¾kos�ou 38 bp, enterobakteriálne repetitívne intergénové
konsenzové sekvencie (ERIC) dlhé 126 bp a repetitívne sekvencie BOX.
Funkcia jednotlivých repetitívnych sekvencií nie je známa, ale predpokladá
sa, že zohrávajú úlohu v stabilizácii DNA a v génovej expresii. Typizaèné
metódy založené na PCR orientovanej na repetitívne sekvencie využívajú
skutoènos�, že v rôznych baktériach sa medzi repetitívnymi sekvenciami
nachádzajú rôzne dlhé úseky DNA. Vhodnos� týchto metód na typizáciu jed−
notlivých bakteriálnych rodov závisí na poète a rozmiestnení repetitívnych
sekvencií v ich genóme. Najúspešnejšie sa tieto metódy použili na typizáciu
enterobaktérií [28−30]. Výhodou metódy je jej relatívna rýchlos� a jednodu−
chos�, nevýhodou je jej nedostatoèná reprodukovate¾nos� [31]. Príèinou je
pravdepodobne anelácia v podmienkach neúplnej homológie, takže niekto−
rí autori považujú REP−PCR iba za špecifickejšiu formu RAPD [32].

Polymorfizmus amplifikovanej DNA
Polymorfizmus amplifikovanej DNA (amplified fragment length poly−

morphism, AFLP) je typizaèná metóda založená na selektívnej amplifikácii
fragmentov DNA, vzniknutých štiepením restrikènými endonukleázami [33].
Metóda je využite¾ná na typizáciu širokého spektra organizmov a pritom
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vyniká vysokou diskriminaènou silou a reprodukovate¾nos�ou [34]. Pri typi−
zácii bakteriálnych kmeòov metódou AFLP sa purifikovaná chromozómová
DNA štiepi dvoma restrikènými endonukleázami, z ktorých jedna je èasto
štiepiaca s rozoznávacou sekvenciou dåžky 4 bp (napr. MseI, TaqI), druhá
je zriedka štiepiaca s rozoznávacou sekvenciou dåžky 6 bp (napr. EcoRI).
Štie pením vzniknú tri typy fragmentov (v tomto prípade MseI–MseI,
EcoRI–EcoRI, MseI–EcoRI). Po štiepení sa k fragmentom DNA pripoja
v ligaènej reakcii dvojvláknové adaptéry, èím sa zjednotia sekvencie na kon−
coch molekúl. Adaptéry sú navrhnuté tak, aby pri ligácii k fragmentu chro−
mozómovej DNA došlo k zániku restrikèného miesta, èo umožòuje ligova�
v prítomnosti restrikèných endonukleáz. Zároveò adaptéry nie sú fosforylo−
vané, a preto nedochádza k ich multimerizácii. V ïalšom kroku sa zmes
po ligácii použije ako templát v PCR s dvomi primérmi komplementárnymi
ku koncom molekúl. Hoci ve¾ká väèšina (>90 %) fragmentov po štiepení
je typu MseI–MseI, v PCR sa prednostne amplifikujú fragmenty
MseI–EcoRI. Táto prednostná amplifikácia je pravdepodobne spôsobená
nižšou teplotou topenia MseI−priméru oproti EcoRI−priméru, a tiež tým, že
MseI–MseI fragmenty majú na koncoch inverzné opakovania, ktoré môžu
poèas anelácie vytvára� sluèky a inhibova� PCR [33]. Priméry sa skladajú
z jadrovej sekvencie komplementárnej k sekvencii adaptéru s èas�ou restrik −
èného miesta a z jedného až troch selektívnych nukleotidov na 3´−konci
priméru.

Na poèet amplifikovaných fragmentov vplýva poèet selektívnych nukleo−
tidov na 3´−konci primérov. Každý selektívny nukleotid zníži poèet produk−
tov PCR na štvrtinu, takže napríklad dva priméry s jedným selektívnym nuk−
leotidom na 3´−konci amplifikujú iba jeden zo šestnástich fragmentov. Táto
redukcia poètu fragmentov je výhodná pre jednoduchšie vyhodnotenie
vzniknutých profilov, pretože týmto spôsobom je možné dosiahnu� optimál−
ny poèet asi 50 fragmentov v jednom profile. Selektivita s jedným (+1
primér) alebo dvoma nukleotidmi na 3´−konci je optimálna, v prípade troch
selektívnych nukleotidov je uspokojivá, ale pri použití štyroch selektívnych
nukleotidov vedie k strate selektivity a k tolerancii nehomologických sekven−
cií [33].

V ïalšom kroku sa amplifikované fragmenty separujú elektroforézou
v polyakrylamidovom géli v denaturaèných podmienkach a detegujú pomo−
cou rádioaktívne znaèených primérov. Lacnejšou alternatívou je farbenie
gélov striebrom [35]. Inou možnos�ou je použitie kapilárnej elektroforézy
automatického sekvenátora [11,36], èím sa dosiahne citlivejšia detekcia
a možnos� automatického vyhodnotenia výsledkov. Pre analýzu dát profilov
jednotlivých bakteriálnych kmeòov sú dostupné komerèné aj vo¾ne prístupné
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poèítaèové programy. Pri vyhodnotení sa profily s homológiou 90–100 %
pokladajú za identické bakteriálne kmene, homológia rôznych kmeòov
v rámci jedného druhu sa pohybuje v rozmedzí 60–90 %.

Metóda AFLP sa ukázala ako vhodná na delenie kmeòov Listeria mono−
cytogenes [37], Salmonella enterica [11] a Salmonella Typhimurium [12].
V posledných dvoch prípadoch boli výsledky porovnate¾né s výsledkami zís−
kanými RFLP−PFGE typizáciou identických kmeòov. AFLP sa použila aj
na typizáciu 71 kmeòov Bacillus anthracis, ktorý patrí medzi najviac mono−
morfické druhy. Každý kmeò sa analyzoval v 16 reakciách s použitím všet−
kých kombinácií +1 primérov, èím celkovo vzniklo 1221 rôznych fragmen−
tov, z ktorých 1184 bolo monomorfických. Na základe zvyšných polymorfic−
kých fragmentov sa kmene rozdelili do dvoch genetických línií [38].

Na typizáciu niektorých baktérií sa vypracoval tiež zjednodušený variant
AFLP s použitím iba jedného restrikèného enzýmu (HindIII) a jedného typu
adaptéra. V tomto prípade vzniká menší poèet fragmentov s väèšou mole−
kulovou hmotnos�ou, ktoré je možné rozdeli� elektroforézou v natívnych
agarózových géloch a jednoducho vyhodnoti�. Táto metóda sa použila naprí−
klad na typizáciu listérií [39] a salmonel [40]. Diskriminaèná sila tejto metó−
dy je však pravdepodobne nižšia ako v prípade AFLP s dvomi restriktázami.

Metóda AFLP má praktické využitie pri typizácií rastlín, živoèíchov
a mikroorganizmov. Dajú sa òou analyzova� zmeny spôsobené mutáciami
v restrikèných miestach, zmeny v dåžke restrikèných fragmentov, ale umož −
òuje tiež využíva� zmeny v selektívnych nukleotidoch na 3´−konci primérov
[34]. Metóda má dobrú reprodukovate¾nos� a diskriminaènú silu. Je síce zlo−
žitejšia ako RAPD alebo PCR orientovaná na repetitívne sekvencie, ale pri−
tom rýchlejšia ako RFLP−PFGE a pri použití automatického sekvenátora
na vyhodnotenie profilov umožòuje automatizáciu.

Typizácia sekvenovaním vybraných génov

Typizácia sekvenovaním vybraných génov (multilocus sequence typing,
MLST) je nová metóda, pri ktorej sa sekvenujú úseky nieko¾kých reprezen−
tatívnych génov v bakteriálnom genóme. Zámerom je získa� výstižný poh¾ad
na celogenómovú variabilitu typizovaných kmeòov. Metóda sa zaviedla
na typizáciu patogénnych kmeòov Neisseria meningitidis, Streptococcus pneu−
moniae a Staphylococcus aureus [41] a úspešne sa použila aj na typizáciu sal−
monel [42]. Výhodou MLST je vysoká reprodukovate¾nos�, ¾ahká možnos�
výmeny dát medzi laboratóriami a pri správnom výbere génov tiež výborná
diskriminaèná sila. Nevýhodou je ešte stále vysoká cena.
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Vyhodnotenie údajov získaných metódami DNA typizácie

Pri typizácii malého poètu kmeòov je možné robi� vyhodnotenie vizuál−
nym porovnaním profilov jednotlivých kmeòov. Na vyhodnotenie väèších
súborov je však potrebné použi� výpoètovú techniku a špecializovaný softvér,
napríklad programy GelCompar a BioNumerics (Applied Maths, Kortrijk,
Belgicko), Taxotron (Taxolab, Institut Pasteur, Francúzsko) alebo Bio−Image
Whole Band Analyzer (BioImage, AnnArbor, USA). Vstupným údajom
programov sú spravidla obrázky vo formáte .tif, v ktorých sa identifikujú jed−
notlivé dráhy. Ïalším krokom je stanovenie molekulovej hmotnosti jednot−
livých fragmentov porovnaním s interným alebo externým štandardom mole−
kulových hmotností. Externý štandard sa elektroforeticky analyzuje oddele−
ne od vzorky, interný štandard sa analyzuje spolu so vzorkou. Tento postup,
nazývaný normalizácia, má za cie¾ eliminova� rozdiely v elektroforetickej
mobilite fragmentov DNA v jednotlivých dráhach gélu alebo v rôznych
géloch. Následne sa identifikujú fragmenty, vytvoria sa profily pre jednotlivé
typizované kmene a porovnajú sa navzájom. Cie¾om je urèi� stupeò podob−
nosti medzi profilmi a zisti� vzájomnú príbuznos� typizovaných kmeòov.

Pri výpoète podobnosti medzi kmeòmi je možné použi� dva prístupy. Prvý
je založený na porovnávaní prítomnosti a neprítomnosti jednotlivých frag−
mentov DNA v profiloch. Na výpoèet indexu podobnosti sa používa
Jacckardov koeficient:

kde nij je poèet spoloèných fragmentov v profiloch i a j, ni celkový poèet
fragmentov v profile i a nj celkový poèet fragmentov v profile j.

V prípade dvoch identických profilov je Jacckardov koeficient rovný 1,
pre dva úplne rozdielne profily je rovný nule.

Alternatívne sa používa koeficient Dieceho, ktorý pripisuje väèšiu váhu
spoloèným fragmentom:

Druhou možnos�ou pri vyhodnocovaní profilov je zahrnutie parametra
kvantity fragmentu. Na výpoèet sa používa Pearsonov korelaèný koeficient,
pomocou ktorého sa porovnáva intenzita signálu v zodpovedajúcich bodoch
dráhy pre dva profily. Jeho hodnoty siahajú od 0 (žiadna podobnos�) po 1
(identita). Porovnávanie pomocou Pearsonovej korelácie sa používa v prípa−
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doch, keï vznikajú fragmenty s rôznou intenzitou, prípadne pri vyhodnoco−
vaní profilov obsahujúcich ve¾ké množstvo fragmentov. Vo všeobecnosti sa
však odporúèa používa� prvý prístup, koeficienty založené na porovnávaní
prítomnosti fragmentov, pretože ich intragélová a intergélová reprodukova−
te¾nos� je vyššia ako pri Pearsonovej korelácii.

Pri výpoète podobnosti je potrebné vhodne nastavi� parametre programu:
optimalizaènú hodnotu a poziènú toleranciu. Optimalizaèná hodnota udáva
maximálny povolený vzájomný posun dráh, keï sa dosahuje ich maximálny
prekryv (praktická hodnota je 1 %). Pozièná tolerancia udáva maximálny
povolený rozdiel vo ve¾kosti dvoch fragmentov, keï sa ešte považujú za iden−
tické (praktická hodnota je 1 %).

Vzájomným porovnaním všetkých profilov vznikne matica podobností
profilov, ktorá obsahuje údaje o podobnosti (vyjadrené v percentách) medzi
každými dvomi kmeòmi. Na jej základe je možné vypoèíta� stupeò príbuz−
nosti medzi kmeòmi metódami klastrovej analýzy. Èasto sa používa me tóda
UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic averages).
Skupiny kmeòov sa zaradia do skupín tak, že v každej skupine sa budú
nachádza� kmene s urèitou empiricky danou hodnotou podobnosti. Po drob −
nejšie údaje o metódach spracovania typizaèných dát sú uvedené napríklad
v práci [6].

Záver

Metódy založené na analýze DNA predstavujú významný prínos pre typi−
záciu baktérií, vrátane potravinársky významných patogénov. K dispozícii sú
jednak rýchle a pomerne jednoduché metódy (napr. RAPD, REP−PCR),
a tiež nároèné a komplikované metódy s vysokou diskriminaènou silou
a reprodukovate¾nos�ou (napr. RFLP−PFGE, AFLP). Do budúcnosti možno
poèíta� s uplatnením typizaèných metód využívajúcich sekvenovanie DNA.
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Bacterial typing based on DNA analysis

DRAHOVSKÁ, H. − KUCHTA, T.: Bull. potrav. Výsk., 41, 2002, p. 149−161.

SUMMARY. A review of DNA−based methods for bacterial typing is presented, being focused
to methods applicable to food−borne pathogens. Principles, parameters and applicability
are given for plasmid analysis, methods based upon the restriction of the chromosomal DNA
(restriction fragment length polymorphism, RFLP; pulsed−field gel electrophoresis, PFGE;
RFLP−Southern blotting; ribotyping), methods based upon the polymerase chain reaction
(gene−specific PCR; PCR−ribotyping; randomly−amplified polymorphic DNA, RAPD; repeti−
tive sequence−based PCR; amplified fragment length polymorphism, AFLP), and multilocus
sequence typing, MLST. Attention is also paid to the evaluation of DNA typing results.
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